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研究成果の概要（和文）：肝がんにおいて、抗原特異的T細胞に影響を与える因子を明らかにすることによっ
て、新規免疫療法開発につながるための研究を実施した。本研究では以下の成果が得られた。１）抗原特異的T
細胞レセプター（TCR）を有する遺伝子改変T細胞の作製方法を確立した。２）長期生存が得られた患者の末梢血
リンパ球を用いて、単細胞発現遺伝子解析を実施し、肝癌に特異的なTCRを有するT細胞の免疫記憶や疲労抵抗性
に関与する分子を同定した。３）T細胞と他の免疫細胞の相互間作用に関する研究において、C型肝炎ウイルス排
除後に生体に生じる肝がんに対するT細胞の免疫応答の変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Research was conducted to clarify factors affecting antigen-specific T cells
 in liver cancer, leading to the development of novel immunotherapy. The following results were 
obtained: 1) A method was established to generate genetically engineered T cells with 
antigen-specific T cell receptors (TCRs); 2) Single-cell gene expression analysis was performed 
using peripheral blood lymphocytes from patients with long-term survival, and molecules involved in 
immune memory and fatigue resistance of T cells with TCRs specific to hepatocellular carcinoma (HCC)
 were identified; 3) In a study on the interaction between T cells and other immune cells, we 
identified changes in the immune response of T cells to HCC that occur in the body after hepatitis C
 virus elimination.

研究分野： 消化器病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗原特異的T細胞レセプター（TCR）を有する遺伝子改変T細胞の作製方法を確立したことにより、今後本技術を
用いたT細胞輸注療法による免疫治療の開発が加速する。また、長期生存が得られたがん患者の腫瘍に特異的なT
細胞の性質を規定する分子を同定したことにより、同分子を標的とした新規免疫治療の開発が可能となる。これ
らの治療開発により、肝がん患者の予後が改善できる可能性があるとともに、他の難治がんへの応用が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年のがん治療における免疫チェックポイント阻害薬やキメラ抗原受容体(CAR-)T 細胞

療法の成功は、腫瘍の排除には抗原特異的 T 細胞の働きが重要であることを研究者に再認
識させることになった。同時に、これらの治療が有効でない患者や腫瘍の解析から、治療効
果をより高めるためには免疫抑制細胞の制御が必要であり、その技術開発のために腫瘍微
小環境研究が注目されるようになった。申請者らはこれまでの基盤研究において、肝がん患
者の抗腫瘍免疫応答に関する研究を長年にわたって実施してきた。これら一連の研究から、
肝がんの完全治癒を導く宿主免疫応答を成立させるためには単純に抗原特異的 T 細胞を誘
導するだけではなく、免疫抑制細胞を含む様々な細胞と T 細胞の相互作用機序およびこれ
に影響を与える背景肝因子を明らかにし、抗原特異的 T 細胞の質と機能をコントロールす
る必要があると考えるに至った。しかしながら、肝がんにおける腫瘍微小環境を構成する細
胞の種類、これらの細胞と抗原特異的 T 細胞の細胞間相互作用の詳細な分子機序、それに
影響を与える背景肝因子の全貌は未だ明らかにはなっていない。 
 
２．研究の目的 
 腫瘍微小環境を構成し、抗腫瘍免疫に関与する未知の細胞や背景肝因子を同定するとと
もに、抗原特異的 T 細胞との細胞間相互作用を明らかにすることによって、肝がんに対す
る新規免疫療法開発の基盤研究を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 抗原特異的 T 細胞と各種免疫細胞との細胞間相互作用を解析するためのツールとなる、
抗原特異的 T細胞レセプター（TCR）遺伝子改変 T細を作製する。これまで作製に成功して
いるアルファフェトプロテイン（AFP）特異的 TCR に加え、ヒトテロメラーゼ逆転写因子
（hTERT）、多剤耐性関連蛋白質３（MRP3）特異的 TCR を用いた TCR 遺伝子改変 T細胞を作製
する。 
ヒト臨床検体（末梢血リンパ球および肝・肝癌組織浸潤リンパ球）を用いた単細胞発現遺

伝子解析を実施し、得られた遺伝子情報を用いて免疫チェックポイント分子、サイトカイン、
ケモカイン、TCR 等の免疫システムに関連する分子を中心に抗原特異的 T細胞の性質を同定
する。また、得られた細胞間ネットワーク解析情報と併せて細胞間相互作用を同定する。 
 上記解析と並行して、各種免疫細胞が発現する免疫関連分子に関して、FACS を用いた多
重染色解析を実施し、肝癌に関連した免疫細胞プロファイルを同定し、背景肝因子と免疫細
胞プロファイルとの関連を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 AFP、hTERT、MRP3 特異的 TCR を有する TCR 遺伝子改変 T 細胞を作製し、作製された TCR
遺伝子改変 T細胞は、抗原特異的に肝がん培養細胞や他のがん腫であっても AFP や hTERT を
発現する培養細胞に対して細胞傷害活性を発揮した。一方、これらの抗原を発現していない
細胞ならびに抗原は発現していても HLA-A24 分子を有していない細胞には細胞傷害活性を
示さず、確立したアッセイ系が抗原特異的かつ HLA 特異的に細胞傷害活性を評価できるこ
とを確認した。さらに、こうした TCR 遺伝子改変 T細胞のゲノム編集を実施し、機能強化し
た T細胞を作製するための準備段階として、マウス T細胞を使用して、T細胞の免疫記憶や
疲労抵抗性に係る遺伝子の発現を調節する技術の開発を行った。これらの技術は治療への
応用が可能であるとともに、今後細胞間相互作用を明らかにするための研究ツールとして
使用が可能である（特願 2022-157443）。 
臨床検体を用いた T 細胞の研究では、長期生存が得られた肝癌患者の末梢血リンパ球を

用いて、単細胞発現遺伝子解析を実施し、同時に各 T 細胞がもつ TCR の遺伝子配列を同定
することによって、肝癌に特異的な TCR を有する T 細胞に特徴的な発現遺伝子パターンを



同定した。これらの特徴的な発現遺伝子の中には、T細胞の免疫記憶や疲労抵抗性に関与す
る分子が含まれていることを明らかにした（Nature Communications 13:3123, 2022.）。具
体的な成果として、網羅的遺伝子発現解析とパスウェイ解析を行ったところ、長期間にわた
って末梢血に存在する抗原特異的 T 細胞では、Src ファミリーチロシンキナーゼとともに、
ITIM モチーフを持つ抑制性膜分子のアップレギュレーションが示され、これはエフェクタ
ーサイトカインをダウンレギュレーションする可能性があった。抗原特異的 CD8+ T 細胞の
長期にわたる解析では、IL7R と SELL の発現、JUN、JUNB、FOS を含む AP-1 転写ファミリー
のアップレギュレーションなど、典型的なメモリー表現型や幹細胞様の性質が見られ、これ
らは T 細胞の疲弊に対する抵抗性に寄与している可能性があった。これらの細胞はまた、
NOSIP の発現を上昇させ、これも記憶形成につながっていることが示唆された。このような
経時的な抗原特異的 T 細胞の表現型の変化から、メモリー形成は長期にわたって徐々に起
こることが示唆された。約 5 年の追跡データでは、AP-1 転写因子の発現増加を伴う活発な
増殖が示され、これが抗原特異的 CD8+ T 細胞の記憶形成に寄与している可能性が示唆され
た。これらの T 細胞はまた、CCNA2、CDK1 および HIST1H3H を含む有糸分裂促進遺伝子によ
ってより直接的に特徴づけられ、静止した長寿命の T細胞ではなく、絶え間ない増殖と自己
複製を示唆していた。がんに特異的な耐久性のある T細胞機能は、CTL 誘導率が低いという
欠点を克服するために、これらの TCR 遺伝子を用いた TCR-T 細胞療法への応用の可能性が
示唆された。 
また、T細胞と他の免疫細胞の相互間作用に関する研究において、C型肝炎ウイルス排除

後に生体に生じる肝がんに対する T細胞の免疫応答の変化を解析し、各種 T細胞や MDSC な
らびに Treg といった免疫抑制細胞との細胞間相互作用の一端を明らかにし、論文として報
告した（International Journal of Molecular Sciences 23:11623, 2022.）。具体的には、
HLA-A24 陽性 C型肝炎ウイルス感染患者 47人を対象に、19 種類の肝細胞癌関連腫瘍関連抗
原（TAA）由来ペプチドに対する免疫応答と宿主免疫細胞のプロフィールを、DAA 投与前と
投与 24 週後に比較した。また、さまざまな免疫応答と免疫細胞の表現型変化との関係も検
討した。DAA による治療により、TAA に対する 4種類の免疫応答が誘導され、宿主免疫細胞
のプロファイルが著しく変化した。特に、DAA による PD-1+CD4+および PD-1+CD8+T 細胞の頻
度の減少は、TAA に対する免疫応答の増強と関連していた。HCV F 蛋白質は、PD-1+T 細胞の
頻度増加の一因であることが同定され、DAAs による除菌後は減少する可能性が示された。
DAAs は、PD-1 発現 CD4＋および CD8＋T細胞の頻度を減少させることにより、HCC に対する
患者の免疫応答を変化させた。これらの結果からは、肝がんにおける T細胞の性質には、肝
炎ウイルス関連蛋白質を含め、様々な背景肝因子が関与していることが示唆された。肝がん
の免疫治療では、こうした背景肝に特有の免疫制御因子を明らかにすることで、より効果的
な治療方法の開発につながると考えられた。 
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